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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso do horménio Triiodotironina (T3) na
maturacéo in vitro (MIV) de odcitos e sua acdo sobre o subsequiente desenvolvimento,
morfologia e expressdo génica em embrides bovinos. Inicialmente, para determinar a
melhor concentracdo de T3 a ser usada na MIV (Experimento 1) odcitos foram
selecionados e distribuidos aleatoriamente entre o Grupo Controle (0 nM de T3) e os
seguintes grupos experimentais com diferentes concentragcbes de T3 (5, 25, 50 e 100
nM) na MIV, sendo posteriormente fecundados e cultivados in vitro, e analisados quanto
ao desenvolvimento embrionario. Ndo houve diferenca estatistica quanto as taxas de
clivagem e nuamero total de blastémeros entre os tratamentos. Em relacdo a taxa de
blastocisto, os Grupos com 25, 50 e 100 nM de T3 foram semelhantes ao Controle (38,3
+ 7,3), diferente da concentracédo de 5 nM, que reduziu a taxa de blastocisto (27,4 £ 6,3;
p<0,05). Quanto a cinética do desenvolvimento, verificou-se que 0os Grupos de 50 e 100
nM de T3 aumentaram as taxas de embrides eclodidos no 8° dia de cultivo com relacao
ao controle (62,4 + 11,7; 53,1 + 16,3 vs 32,4t 5,3; respectivamente; p<0,05). Vale
ressaltar que na classificacdo morfologica apenas os embrides do Grupo de 50 nM
apresentaram mais embrides Grau 1, semelhante ao Controle. No experimento 2,
embrides no 8° dia de cultivo produzidos in vivo e in vitro provenientes de oo0citos
maturados sem e com 50 nM de T3 (melhor concentragdo determinada no experimento
1) foram analisados quanto a expressao dos genes OCT-4, GLUT 1 e COX 43. Néo foi
observada diferenca entre os grupos de embrides para nenhum dos transcritos
avaliados (p>0,05). Sendo assim, nossos resultados mostram que a suplementagéo do
meio de MIV com 50 nM de T3 estimulou a cinética do desenvolvimento, entretanto
essa influencia parece nao estar relacionada a expressao dos genes OCT 4, GLUT 1 e
COX 43.

Palavras-Chaves: triiodotironina, odcito, fecundacao in vitro expressao génica
embrionaria.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the use of the hormone triiodothyronine (T3)
in vitro maturation (IVM) of oocytes and its action on the subsequent development,
morphology and gene expression in bovine embryos. Initially,todetermine the best
concentration of T3 to be used in IVM (Experiment 1) oocytes were selected and
randomly distributed between the control group (0 nM T3) and the following
experimental groups with different concentrations of T3 (5, 25, 50 and 100 nM) in the
IVM, and then fertilized and cultured in vitro and analyzed for embryonic development.
There was no statistical difference in the rates of cleavage and the total number of
blastomeres between treatments. Regarding the rate of blastocyst groups with 25, 50
and 100 nM of T3 were similar to control (38.3 £ 7.3), differently was observed at
concentration of 5 nM, which reduced the rate of blastocyst (27.4 + 6.3, p <0.05). About
the kinetics of development, it was found that the Group of 50 and 100 nM T3 increased
rates of embryos hatched on the 8th day of culture when compared with the control
(62.4 £ 11.7,53.1 + 16.3 vs 32.4 + 5.3, respectively, p <0.05). It is important to mention
about morphological classification, that only embryos of the Group of 50 nM had more
Grade 1 embryos, similar to control. In the experiment 2, embryos at 8th day of culture,
produced in vivo and in vitro from oocytes with and without 50 nM T3 (better
concentration determined in experiment 1 ), were analysed for the gene expression of
OCT-4, GLUT-1 and COX 43. There was no difference between the groups of embryos
for any of the transcripts evaluated (p> 0.05). Therefore, our results shows that
supplementation of IVM medium with 50 nM of T3 stimulated the kinetics of
development, however, this influence is not related to gene expression of OCT 4, GLUT-
1 and COX 43.

Key Words: triiodothyronine, oocyte, in vitro fertilization, embryo gene expression.



1 INTRODUCAO

A producédo in vitro de embrides (PIVE), que consiste na maturagao
oocitaria, fecundagéo e desenvolvimento até o estagio de blastocisto, € uma ferramenta
muito importante nos estudos sobre os mecanismos iniciais de desenvolvimento
embrionério. Atualmente, além de servir de suporte para outras biotecnologias, a PIVE
vem sendo amplamente empregada na producdo de animais de interesse zootécnico
(GONCALVES et al., 2002).

Avancos tecnolégicos que culminaram com o aperfeicoamento da técnica de
Ovum Pick-Up (OPU) contribuiram, significativamente, para a difusdo da PIVE a nivel
comercial, tornando-a competitiva com relagéo a transferéncia de embrido oriundos da
técnica de multipla ovulacdo (LEEW et al., 2006). Outro fator que contribuiu para sua
propagacéo foi a constante melhoria na quantidade e qualidade dos embrides
produzidos, bem como, o consequente aumento das taxas de prenhezes (DONG et al.,
2001).

Apesar dos resultados satisfatorios envolvendo a PIVE, as taxas de
blastocisto ainda estdo aquém do que esta biotecnologia pode ofertar. Essa limitacdo
pode estar relacionada a inumeros fatores intrinsecos ao o0cito e extrinsecos em
relacdo a constituicdo dos meios (tampdes, aminoacidos, substratos energéticos, ions,
etc.) e condi¢cdes de cultivo como atmosfera gasosa (RIEGER, 1992), importantes por
estarem envolvidos na ativacao de fatores transcricionais, que regulam o metabolismo e

a expressao de genes (HARVEY, 2007).



As condic¢Oes atuais de cultivo refletem em um embrido de qualidade inferior,
caracterizados por alta incidéncia de mixoploidia quando comparados com 0sS
produzidos in vivo (72 vs. 26%, respectivamente), cavitagdo precoce sem compactacao
adequada, proteinas de comunicacao intercelular reduzidas, ciclos celulares atrasados
resultando em desenvolvimento retardado e menor nimero de células. Além disso, 0s
blastobmeros costumam ser mais escuros do que dos embrides produzidos in vivo
(THOMSON, 1997 ; ENRIGHT et al., 2000; LONERGAN et al., 2003).

Melhorias nas condigbes de cultivo e constituicdo dos meios tém permitido o
desenvolvimento até o estagio de blastocisto de uma porcentagem razoavel dos od4citos
fecundados, porém a maioria desses zigotos bloqueia apds as primeiras clivagens, o
gue segundo MEIRELLES et al., (2004) esta relacionado, principalmente, com a
gualidade do citoplasma oocitéario.

Objetivando melhorar a competéncia oocitaria inUmeros trabalhos tém
demonstrado a importancia da suplementagédo dos meios de maturacédo in vitro, com a
adicdo de substancias como fatores de crescimento epidérmico e insulinico (GULER et
al., 2000); B-mercaptoetanol, cisteina e cistina que estimulam a sintese da glutationa,
um importante antioxidante celular (MATOS & FURNUS, 2000) e antioxidantes como
catalase e superoxido dismutase (ALl et al., 2003).

O horménio triiodotironina (T3) possui ampla acdo em todas as células,
apresentando receptores tanto no citoplasma quanto na regido promotora de
importantes genes, relacionados ao metabolismo celular (MOELLER et al., 2005).
SPICER et al., em 2001, demonstraram que o horménio T3 possui efeito direto a nivel

de células da teca e granulosa de odcitos bovinos estimulando a esteroidogénese, e



ainda que o mesmo possui receptores em od6citos e células da granulosa em varias
espécies (WAKIM et al., 1987, 1993; BISWAS et al., 1993; SECHMAN et al., 2009),
sugerindo que o T3 exerce influencia na maturacdo oocitaria.

Sendo assim, torna-se relevante analisar o efeito do hormdnio triiodotironina
na maturagdo in vitro de odcitos bovinos e 0 subsequente desenvolvimento
embrionério, tendo como ferramenta a avaliacdo da qualidade embrionaria, através de
analises morfolégicas e andlise da expressado de genes, que atuam como marcadores

de qualidade no embrido (GLUT 1, COX 43 e OCT 4) .

1.1 HIPOTESE
A adicdo do hormdnio triiodotironina no meio de maturacdo in vitro pode
melhorar o metabolismo oocitario, e assim promover um aumento no potencial de

desenvolvimento embrionario subsequente.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
- Avaliar a acdo do hormoénio Triiodotironina (T3) na maturacdo in vitro de

oocitos bovinos.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Determinar a melhor concentracdo de T3 (5, 25, 50 e 100 nM) na
maturagdo in vitro através da analise da taxas de desenvolvimento embrionario:
clivagem, formacdo de blastocisto, cinética do desenvolvimento, classificacao

morfolégica e contagem do numero total de células (Experimento 1);

- Investigar a expressao dos genes COX 43, OCT 4 e GLUT 1 dos embrides
produzidos in vivo e in vitro sem e com T3 (melhor concentragdo de T3 obtida no

Experimento 1) durante a maturacao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE)

A PIVE, inicialmente, era vista como uma biotécnica restrita as entidades de
pesquisa, sendo algo fora da realidade do setor pecuario (VIANA, 2007). Atualmente, é
uma ferramenta amplamente requisitada pelo setor comercial, sendo indispensavel nos
programas de melhoramento genético, evitando, por exemplo, o descarte precoce de
fémeas geneticamente privilegiadas com infertilidade adquirida (CAMARGO et al., 2006;
LONERGAN, 2008).

Em 2007 o Brasil consolidou uma lideranca absoluta no mercado mundial ao
comunicar um namero expressivo (212.441) de embrides produzidos por fecundacao in
vitro, representando 86,6% do total mundial (VIANA, 2009).

Apesar dos avangos nas técnicas envolvidas na PIVE apenas 40% dos
oocitos submetidos ao processo de fecundacdo atinge o estdgio de blastocisto,
entretanto nem todos estes apresentam a capacidade de chegar a termo (LONERGAN,
2003). A gualidade inferior dos embrides produzidos in vitro, na maioria das vezes, esta
relacionada com a composicdo dos meios e condi¢cdes de cultivo, demonstrando a
necessidade de pesquisas que proponham modificacdes nos protocolos, visando
diminuir as diferencas entre os embrides produzidos in vitro e in vivo (KHURANA &

NIEMANN, 2000).



2.1.1 Maturacdao in vitro (MIV)

Para que odcito seja fecundado e desenvolva até o estagio de blastocisto, é
necessario que o mesmo passe por transformagbes nucleares e citoplasmaticas
(HYTTEL et al., 1997).

A maturacdo nuclear, que compreende a progressao do estagio de diploteno
da profase | até a fase de metafase Il, requer um periodo de 18 a 24 horas, sendo
marcado pela extrusdo do 1° corpusculo polar e formagdo da placa metaféasica
(GONCALVES et al., 2002). In vivo a maturacdo nuclear € acionada ap0s 0 pico pre-
ovulatério de LH sendo regulada por mudancas no padrdo de fosforilagdo de varias
proteinas celulares. Sob condi¢cdes in vitro esse processo pode ser acionado
espontaneamente, apdés a retirada do complexo cumulus odécito (CCO) do
microambiente do foliculo, onde encontra-se sob acdo de fatores inibitérios pouco
conhecidos. (HYTEL et al.,1989).

Na maturacdo citoplasmatica ocorrem mudancas no formato e localizacao
das organelas assim como a ativacdo de vias metabdlicas especificas. A distribuicao
citoplasmatica das mitocondrias € alterada, e ao final da maturacdo ha o deslocamento
das mesmas para o centro do odcito (FAIR et al., 1997). FLEMING e SAACKE (1972)
sugerem que 0 00cito ao iniciar a maturacdo nuclear utiliza os estoques de lipidios, por
observarem uma associacao do reticulo endoplasmatico, mitocdéndrias e gotas lipidicas.

Como a maturacdo nuclear pode ser controlada de maneira muito mais
simples que a maturacdo citoplasmatica, muitos laboratérios tem se empenhado em
melhorar o potencial de desenvolvimento bloqueando o reinicio da meiose, e assim

permitindo mais tempo para o odécito completar a sua maturacdo citoplasmatica.



Hashimoto et al. (2002) inibiram a maturacdo nuclear de odcitos bovinos
utiizando um potente e especifico inibidor de kinase dependente de ciclina, a
butirolactona |, e verificaram uma melhora na producdo de embrides, entretanto, a
maioria dos laboratérios que usaram essa metodologia, ndo obtiveram o0s mesmos
resultados. LONERGAN et al (1997) ao analisarem a producgao in vitro de embrides,
oriundos de odcitos tratados com inibidores de meiose, verificaram que ndo houve uma
melhora na qualidade embrionéria, mas que o sucesso desse tipo de metodologia seria
atil no estudo sobre a aquisicdo da competéncia oocitéria.

As células da granulosa desempenham um papel chave na aquisicdo da
competéncia do odcito, em funcdo da transferéncia de nutrientes e fatores essenciais,
como metabdlitos, aminoacidos, transporte de AMPc e purinas, via juncdes de
comunicacéo (KIDDER & MHAWI, 2002, SUTTON et al., 2003, GILCHRIST, 2008).

Entretanto vem sendo bastante discutido as fungBes regulatérias que o
oocito desempenha sobre as células da granulosa, caracterizando uma comunicacao
bidirecional. Entre os fatores secretados pelo o odcito destacam-se a Proteina
Morfogenética Ossea 15 (BMP-15) e a 6 (BMP-6), membros da familia dos fatores de
crescimento transformante B (TGF- B ). Foi comprovado que esses fatores foram
capazes de proteger as células do cumulus da apoptose induzida pela estaurosporina
(um potente agente apoptotico), por promover um gradiente de fatores anti-apoptoticos
(HUSSEIN et al., 2005).

HUSSEIN et al. (2006) mostraram que esses fatores secretados pelo o odécito
tém efeito na producgéo in vitro de embrifes, pois ao maturarem CCO com o00citos
desnudos em meio livre de soro, obtiveram taxas de blastocistos (51%)

significativamente maiores que os de controle (39%). Sendo que os resultados foram



ainda melhores quando a maturacao foi realizada apenas com GDF-9 (58%), BMP-15
(50%) ou com a adicdo de ambos os fatores (55%) quando comparado ao controle
(41%).

Os conhecimentos sobre a competéncia do od6cito tém aumentado
gradativamente, assim a sua aplicacdo na melhoria da maturagao in vitro contribuindo

para o aumento da eficiéncia da PIVE.

2.1.2 Fecundacgéo in vitro (FIV)

A fecundacdo tem inicio quando o espermatozoide se liga a receptores
espermaticos espécie-especificos, presentes na zona pellucida do odcito. O odcito sofre
ativacdo apos a fusdo do espermatozoide a membrana plasmatica respondendo,
principalmente, com uma répida despolarizacdo da membrana, seguido pela exocitose
dos granulos corticais, e com a retomada da meiose até a extrusdo do segundo
corpusculo polar (GONCALVES et al., 2002).

Para adquirir a capacidade de fecundar o odcito, o espermatozéide passa
por varias modificagbes sequenciais, ainda ndo completamente conhecidas, que
incluem a capacitacao e a reagéo acrossémica (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A constituicdo dos meios de fecundagdo tenta mimetizar o que ocorre no
trato genital feminino. Nesse sentido 0 meio mais utilizado pela maioria dos laboratorios,
0 TALP (Meio de Tyrodes com Albumina, Lactato e Piruvato), € suplementado por
heparina, uma glicosaminoglicana importante na capacitagao in vivo e por uma mistura

de penicilamina, hipotaurina e epinefrina (PHE). A penicilamina aumenta a percentagem



de espermatozéides que sofrem reacdo acrossémica, quando usada na presenca de
epinefrina. A hipotaurina aumenta a motilidade espermética e a penetragdo no 04cito
(GORDON, 1994; MILLER et al., 1994)

Sabe-se gue niveis fisiolégicos de espécies reativas do oxigénio (EROS) séo
importantes para a hiperativagdo, capacitagdo e reacdo acrossOmica no
espermatozoide (HENKEL, 2005). Quando esses niveis estdo aumentados,
principalmente devido a um desequilibrio entre os agentes pro e antioxidantes, as ERO
causam danos ao DNA, proteinas e peroxidacgéo lipidica, comprometendo a capacidade
do espermatozoide fecundar o o6citos (GONCALVES et al., 2008).

Nesse sentido, com intuito de favorecer a reacdo acrossOmica e a
capacitacdo espermatica, pesquisadores tém relatado os efeitos da L-arginina, um
aminoacido que desempenha uma importante funcdo na motilidade espermética in vitro
em coelhos, bovinos e cabras (RADANY & ARTHETON, 1981, O'FLAHERTY et al.,

2004; SRIVASTAVA et al., 2006).

2.1.3 Cultivo in vitro (CIV)

O CIV dos embrides é uma das etapas mais importantes do processo de
PIVE e tem como objetivo garantir as condigcbes adequadas para o desenvolvimento
eficaz dos zigotos até o estagio de blastocisto. Atualmente, o0 meio mais utilizado para o
cultivo dos embrides é o fluido do oviduto sintético (SOF) desenvolvido por TERVIT et

al.em 1972.



10

Em fungcdo da grande importancia da composicdo dos meios de cultivo,
pesquisadores véem desenvolvendo meios com uma variedade de suplementagdes,
como antioxidantes, fatores de crescimento e macromoléculas, tentando mimetizar ao
maximo as condi¢des de desenvolvimento in vivo (LIM et al., 2007).

Sendo assim, BLOCK (2007) comprovou a importancia do fator de
crescimento ligado a insulina 1 (IGF-1), na PIVE com melhora significativa na taxa de
gestacdo, podendo sua acgédo pode estar ligada a producdo de RNAmM importante
durante o desenvolvimento embrionario, como a Na/K ATPase e a desmocolina Il.

Quanto a atmosfera gasosa, sabe-se que a concentracdo de oxigénio no
[imen do trato genital feminino (3 a 9%) é inferior a concentragdo encontrada nas
condicdes in vitro (20%) utilizada pela maioria dos laboratorios (FISCHER & BAVISTER,
1993). Como o cultivo sob altas concentragbes de O2 pode aumentar a producéo de
espécies reativas de oxigénio e, assim, comprometer o desenvolvimento embrionario,
varios pesquisadores testaram o efeito da reducdo dos niveis de O, e obtiveram
resultados satisfatorios principalmente com relacdo a qualidade embrionéria.

(TAKAHASHI et al., 2002; CORREA et al., 2007).

2.2 TRIIODOTIRONINA (T3)

Os dois principais hormoénios tireoidianos sado o tiroxina (T4) e o
triiodotironina (T3). O T4, principal hormdnio secretado pela tiredide, é o precursor da

forma ativa, o T3. Essa conversdo pode acontecer na membrana plasmatica ou no
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reticulo endoplasmético pela enzima iodotironina deiodinase, caracterizada pela

retirada de um residuo de iodo (Figura 3) (KANEKO, 1989; GEREBEN et al., 2008).

\

|
I O I 0
NH. DEIODINASE NH,
| - ' | -
HO I CH,—C—COOH HO I CH,— C—COOH
H

1 H

3,5.3".5-Tetraiodothyronine (L-thyroxine) (T4) 3,5,3"-Triodothyronine (T3)

Figura 1: Formula estrutural dos hormonios tireoidianos

O T3, composto biologicamente ativo (KANEKO, 1989), quando em baixa
concentragéo, atua no metabolismo dos carboidratos potencializando a ag&o da insulina
sobre a sintese de glicogénio, porém quando em concentragfes elevadas estimula a
glicogendlise (GRIFFIN & OJEDA, 1996).

O T3 possui ampla agéao celular, possuindo receptores no citoplasma e na
regido promotora de genes alvo (DAVIS et al., 2008). A interacdo T3 e receptores
nucleares, forma um complexo receptor-horménio/DNA, que ao ser ativado estimula ou
inibe a transcricdo génica, interferindo na producédo de acido ribonucléico mensageiro
(RNAm) que intermedia a sintese de proteinas (SPINOSA et al., 2002; GUYTON &
HALL, 2008).

A interagdo T3 e receptores no citosol recruta proteinas ligadas a expressao
génica em células alvo, como, por exemplo, a ligacdo do T3 ao receptor TRbeta no
citosol ativa p85a (subunidade reguladora da fosfatidilinositol 3-kinase) e gera a

ativacao da fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PI3K) e da inicio a uma cascata de reacdes
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gue culminam na expressao de genes importantes no metabolismo celular da glicose,
como o GLUT 1 (Glicoproteina transportador de glicose 1) relacionado a captacao de
glicose; o PFKP (Platelet-type phosphofructokinase), envolvido na glicélise, e o MCT 4
(Monocarboxylate transporter 4) responsavel pela exportacdo de lactato (MOELLER et
al., 2006).

SAELIM et al. (2007) usaram células do figado com intensa atividade
apoptotica induzida para avaliar a influéncia dos horménios tireoidianos sobre
mitocdndrias. Para isso extratos de o6citos de Xenopus, tratados com T3, foram
injetados nas células do figado. Os resultados mostram que os hormdnios tireoidianos
possuem ac¢do a nivel de receptores na membrana de mitocondrias e que esses podem
inibir a atividade apoptética via liberacdo do citocromo C.

Com relagcédo a fisiologia reprodutiva, mulheres com disfuncdo na tiredide
apresentam problemas no ciclo menstrual e consequentes problemas de fertilidade
influenciando, portanto, diretamente a atividade ciclica dos ovarios (KANEKO, 1989,
GRIFFIN & OJEDA, 1996, MCDONALD, 1980; POPPE et al.,, 2007). Na fisiologia
reprodutiva masculina, os niveis normais de hormdnios tiredides sao importantes na
maturacdo da rete testis durante a vida pré-natal, pds-natal e pré-puberdade. Estudos
demonstram que o T3 tem acdo nas células de Sertoli, agindo na diferenciacédo e
desenvolvimento da rede testicular, e ainda contribuindo no aporte energético dessas
células (CHOKSI et al., 2003).

Receptores de T3 foram identificados nas células do cumulus e em odcitos
de suinos, camundongos e humanos (WAKIM et al., 1987; BISWAS et al.,, 1993;
ZHANG et al., 1997). Em camundongos, o T3 demonstrou possuir ligacdes especificas

de alta afinidade no nudcleo de células da granulosa in vitro, aumentando a sintese
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protéica, formacgdo de pregnenolona e progesterona a partir do colesterol e liberacdo de
progesterona (BISWAS et al, 1993).

O cultivo de foliculos pré-antrais tratados com T3 (1, 10 e 100 nM) durante 6
dias, demonstrou que concentracdes suprafisioldgicas (100nM) afetam negativamente a
formacdo do antro, via mecanismos envolvendo a habilidade das células da granulosa
em responder ao FSH e ainda comprometendo a retomada da meiose dos o0citos
(CECCONI et al., 2004).

Os trabalhos envolvendo a agéo do T3 na maturagdo de CCO em bovinos
sd0 escassos, porém evidencias comprovam a sua importancia na fisiologia folicular
ovariana. Em 2006, BLASZCZYK e colaboradores mensuraram as concentracoes de T3
livre, T4 livre, colesterol e HDL (lipoproteinas de alta densidade) no fluido folicular. Nao
houve diferenca entre as concentracdes em relagcdo ao tamanho do foliculo, entretanto
a concentracao de T3 livre foi predominante entre os hormonios tireoidianos, talvez
devido a uma alta taxa de conversdo de T4 para T3 nos foliculos.

SPICER et al. (2001) avaliaram os efeitos in vitro dos hormdénios tireoidianos
nas células da granulosa e da teca de foliculos bovinos, e observaram que mesmo na
concentragdo que mimetiza os niveis sistémicos (5 nM), os foliculos cultivados com de
T3, FSH e insulina tiveram um efeito estimulatério pequeno na atividade da aromatase.

Tendo em vista que o T3 possui atividade regulatéria em foliculos ovarianos
de diversas espécies, seja através da liberacdo de progesterona ou fungdo metabdlica
basal. Torna-se relevante estudar os efeitos do T3 durante a maturagao in vitro e
subsequente desenvolvimento embrionario, visto que ndo ha trabalhos que abordem

este tema.
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2.3  ANALISE DA EXPRESSAO GENICA EMBRIONARIA

A avaliacdo da qualidade do embrido produzido in vitro em relacdo ao in vivo
por muito tempo foi preferencialmente realizada pela caracterizacdo morfolégica, por
ser um método nao invasivo, dessa forma preservando a integridade do embrido. Para
a caracterizacdo morfologica sdo considerados parametros como a cor e compactagao
dos blastémeros, cinética de desenvolvimento e o didametro do embrido (VAN SOOM et
al., 2003).

Entretanto, hoje em dia, somente a andlise da morfologia ndo é suficiente na
avaliacdo qualitativa do embrido, por essa razdo a avaliacdo da expresséo génica tém
sido essencial no estudo da qualidade do embrido no estagio pré-implantacao, devido a
diferencas no padrao de expressao génica em embrides in vitro e in vivo (NIEMANN &
WRENZYCKI, 2000).

O método mais utilizado para a quantificacdo dos transcritos € a reagcdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), que tem sido bastante usada na
quantificacdo relativa da expressdo génica (CAMARGO, 2006). Este método envolve a
amplificacdo da sequéncia alvo e da sequéncia de um enddgeno, cuja quantidade de
transcrito ndo varia entre amostras. A histona H2a é considerada como o melhor gene
endégeno para a andlise da expressdo génica de embribes em estagio de pré-
implantacdo, porque a sua expressao é constante durante o inicio do desenvolvimento
(ROBERT, et al., 2002).

Diferencas metabolicas, qualitativas e quantitativas de expressao de varios
genes tém sido observadas entre embribes bovinos produzidos in vivo e in vitro,

(WRENZYCKI et al., 1998).
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LONERGAN et al. (2003) observaram que a expressao de transcritos para o
gene Bax (relacionado com a inducdo da apoptose) ndo haviam sido observados até o
estagio de 16 células em embrides produzidos in vivo, diferente dos embrides
produzidos in vitro, nos quais a expressao foi detectada a partir de 8 células,
aumentando gradativamente ao longo do desenvolvimento.

Sao muitos os trabalhos que vem explorando a técnica do PCR em tempo
real como uma ferramenta no reconhecimento de genes importantes durante estagio
pré-implantacdo (LONERGAN et al., 2003; LEQUARRE et al., 1997; WRENZYCKI et al.,
1999; BETTS et al., 1997). A caracterizagdo do padrao de expressdo de embrides in
vivo, fornece informacdes que podem servir como parametro de qualidade embrionaria,
contribuindo assim para as andlises dos embrides produzidos in vitro (WRENZYCKI, et

al., 2007; BADR et al., 2007).

2.3.1 Funcgédo dos genes avaliados neste estudo

2.3.1.1 Gene Octamer-binding transcription factor-4 (OCT 4) ou POU5F1

O gene OCT 4, pertencente a familia dos fatores de transcricdo POU, séo
expressos em linhagens de células germinativa e células tronco embrionérias. A funcao
do gene OCT 4 tém sido relacionada a manutencdo da totipoténcia das células
embrionaria. Essa familia de fatores de transcricdo regula a expressdo de genes
através da ligacdo ao DNA na sequéncia de octamero ATGCAAAT (PALMIER et al.,

1994).
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A expressdao de RNA mensageiro e niveis de proteinas OCT 4 foram
observados em od6citos e blastocistos até o décimo dia de cultivo, nas células
trofoblasticas, e predominantemente na massa célula interna (MCI). Sua expressao
persiste até a diferenciacdo em hiploblasto e epiblasto, demonstrando assim que a
funcdo desse gene né&o se restringe a condi¢cao de pluripoténcia celular (VAN EIJK et

al., 1999; KIRCHHOF et al., 2000).

2.3.1.2 Gene Conexina 43 (COX 43)

Juncbes gap sao canais intercelulares que facilitam a troca passiva de
metabdlitos, moléculas e ions menores de 1KD. A unidade fundamental das juncfes
gap é o conexon, uma estrutura cilindrica que forma um hemi canal na membrana
citoplasmatica, cada conexon € um hexamero, formado por seis subunidades proteicas
chamadas de conexinas (Figura 2) (KIDDER & MHAWI, 2002).

A conexina 43 (COX 43) é uma das subunidades das jungbes gap
encontrada nas células da granulosa (JOHNSON et al., 2002), odcitos, mérula e
blastocistos in vivo. Ja os embrides bovinos produzidos in vitro ndo apresentaram
expressdo detectavel de COX 43 quando avaliados no sétimo dia de -cultivo

(WRENZYCKI et al., 1996).
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Conexina Conexon Canal
Intercelular

Figura 2: Modelo esquematico ilustrando a formacao do canal
intercelular. O conexon, formado pelo grupo de 6 conexinas e a
conexina individual. Adaptado de Kidder & Mhawi, 2002.

Entretanto RIZOS et al. (2002) verificaram que a expressao de RNAm para a
COX 43 em embrides produzidos in vitro estava diminuida, porém ndo ausente. Essa
expressdo reduzida estaria envolvida na compactacdo dos embrides, que in vitro
acontece de forma inadequada, sendo bastante influenciada pelas condi¢des de cultivo.

(WRENZYCKI et al., 1999).

2.3.1.3 Gene Glicoproteina transportador de glucose isoforma 1 (GLUT 1)

GLUT 1 pertence a um grupo de transportadores glicoprotéico de glicose nao
dependente de Na+. A expressdo de GLUT 1 durante o desenvolvimento embrionario
pré-implantacional é restrito a membrana basolateral em células do trofoblasto de

blasctocistos bovinos (LUISIER et al., 1998).
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O periodo de compactagcdo e cavitacdo € acompanhado por alteragfes na
utilizacdo de substratos energéticos, com a glicose substituindo o piruvato e o lactato
como fonte de energia prioritaria. Com a formacéo da blastocele o consumo de energia
aumenta e a expressao dos transportadores de glicose também (WRENZYCKI et al.,
2003).

Em embrifes cultivados in vitro a expressao de transcritos € reduzida quando
comparada com os embrides desenvolvidos in vivo (NIEMANN & WRENZYCKI, 2000;
WRENZYCKI et al., 2001 ). O numero expressivo de transportadores GLUT 1, talvez,
seja em funcdo da necessidade extra de glicose, estocado na forma de glicogénio ,
garantindo assim reserva energética para o inicio do desenvolvimento embrionario in
vivo (THOMPSON et al., 1996).

Experimentos mostram que assim como a composi¢do quimica do meio de
cultivo, a atmosfera gasosa também exerce influencia na expressao génica do GLUT 1.
Uma vez que o cultivo in vitro de embrides sob baixa tensdo de O, (2%) foi responsavel
pelo aumento na expressdao do GLUT 1 quando comparado com os embrides
produzidos sob altas tensdes de O, (20%) (NIEMANN & WRENZYCKI, 2000; HARVEY

et al,.2004;).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PRODUCAO IN VIVO DE EMBRIOES

Novilhas entre o0 10° e 13° dia ap6s o cio foram superovuladas com 140-180
mg de Folltropin-V (Bioniche Animal Health Inc., Bogart, GA, USA), divididos em oitos
doses de concentragdo decrescente, as quais foram aplicadas duas vezes ao dia,
durante quatro dias. Apos a inducdo com prostaglandina, as novilhas foram
inseminadas artificialmente com sémen congelado. Oito dias ap0s a inseminagdo, 0s
embrides foram recuperados por lavagem uterina com PBS. Os embrides em estagio de
blastocisto expandido e eclodido foram congelados dois a dois em 1 ul de solucao de
PBS contendo 0,1% de alcool polivinilico (PVA) e 1Ul/uL de inibidor de RNAse
(Invitrogen, EUA), como sera descrito a seguir, e mantidos em N, liquido até o momento
da extracdo de RNA. O procedimento foi desenvolvido na Fazenda Experimental da

UNOPAR (Universidade Norte do Parana).

3.2 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

3.2.1 Coletade ovarios e puncéo folicular
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Ovarios bovinos foram obtidos do abatedouro frigorifico da SOCIPE
(Sociedade Cooperativista dos Pecuaristas) e transportados em solucdo salina estéril
(0,9 % de NaCl) a temperatura ambiente até o Laboratério de Fecundacéo in Vitro da
UFPA em um periodo aproximado de 2 horas. No laboratério, os foliculos ovarianos
medindo entre 2 a 8 mm de diametro foram puncionados com o auxilio de uma agulha

40 x 12mm acoplada a uma seringa de 10 mL.

3.2.2 Selecdo dos complexos cumulus-o6citos (CCOs)

Foram selecionados o0s o00citos bovinos que apresentavam cumulus
oophorus compacto, com quatro ou mais camadas de células; ooplasma com
granulacdes finas; aspecto homogéneo; coloracdo marrom e circunferéncia regular
(Figura 3). Os CCOs selecionados foram lavados em meio 199 (tamp&o Hepes),
suplementado com 22 pg /mL piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, 50 ug/mL de

penicilina e 10% de soro fetal bovino (SFB).
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Figura 3: Odcitos selecionados para a MIV.

3.2.3 Maturagéo in vitro (MIV)

Os CCOs foram lavados e incubados em meio de MIV (TCM 199
suplementado com bicarbonato de sédio, 10% SFB (v/v), 0,5 ug/mL de FSH, 50 pug/mL
de LH, piruvato e antibioticos) de acordo com o grupo experimental (0, 5, 25, 50 e 100
nM de T3). A MIV foi realizada em placas de 4 pocos (400uL por poco) (Figura 4), sob
atmosfera de 5% de CO,, 20% de O, e 75% de N, alta umidade e temperatura de 38,5

°C por um periodo de 18 horas.
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Figura 04: Placa de 4 pocgos utilizada para MIV.

A utilizacdo desse sistema sem o uso de 6leo mineral foi necessaria, porque o
hormoénio T3 é lipossoluvel, evitando-se dessa forma sua migragdo ou incorporacao
pelo 6leo mineral. Paralelamente foi feito um cultivo em outra placa sem o hormonio
triiodotironina e com a utilizacdo de 6leo mineral sobre as microgotas (100ulL) (figura 5),
para a obtencdo de monocamada de células da granulosa livre da influéncia do

hormonio para ser utilizada no desenvolvimento embrionario.
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Figura 05: Placa usada para MIV
com Oleo

3.2.4 Fecundacgéo in vitro (FIV)

Para fecundacédo, o sémen de um unico touro foi descongelado a 38,5 °C
por 30 segundos e depositado, cautelosamente, sobre um tubo contendo gradientes
descontinuos de Percoll (45/90%). Em seguida, o tubo foi submetido a centrifugacéo
durante 7 minutos a 200 g, para remocdo do diluidor e separagdo dos
espermatozéides vivos dos mortos.

Ap6s o término da centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o pellet
resultante centrifugado novamente, para retirada dos residuos de Percoll, durante 3
minutos, em 2 mL de meio de FIV (TALP segundo PARRISH et al., 1988). A
concentracdo espermatica foi ajustada para 10° espermatozéides/mL. Apés 18 a 20
horas de MIV os CCOs e o0s espermatozoides foram unidos em gotas de 80 uL de

meio de FIV e mantidos sob as mesmas condigdes citadas para a MIV.
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3.2.5 Cultivo in vitro dos embrides (CIV)

Apos 27 a 30 horas de incubagéo, os provaveis zigotos foram submetidos
a sucessivas pipetagens para retirada das células do cumulus oophorus restantes e
espermatozoéides aderidos a zona pellicida. Para dar suporte ao desenvolvimento
embrionério foi realizado um sistema de co-cultivo dos embrifes bovinos com
monocamada de células da granulosa (CG), ndo tratadas com o hormdnio
triiodotironina, mediante a substituicdo do meio de MIV por 100 yL do meio de cultivo

embrionério SOF segundo Holm et al. (1999).

3.3 ANALISE QUANTITATIVA E QUALITATIVA DO DESENVOLVIMENTO

EMBRIONARIO

A avaliacdo quantitativa do desenvolvimento embrionério foi realizada no
segundo dia de cultivo, mediante a contagem das taxas de clivagem e no oitavo dia
de cultivo, através da taxa de formacdo de blastocisto, e cinética do
desenvolvimento, com base na classificagcdo dos embrides em blastocisto inicial,
blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido, além disso, os embrides
foram classificados morfologicamente em embrides Grau 1, 2 ou 3, de acordo com 0
Manual da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embribes - IETS
(STRINGFELLOW & SEIDEL 1998). Todas as analises foram feitas em microscépio
invertido.

A andlise qualitativa foi realizada através da contagem do numero total de

células. Para isso os blastocistos expandidos e eclodidos foram fixados em formol
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salino, no oitavo dia de desenvolvimento, para posterior marca¢gao com fluorocromo

Hoechst 33342 (10 ug/mL) e observagdo em microscopio de epifluorescéncia.

3.4 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA EMBRIONARIA

3.4.1 Extracdo de RNA Total dos Embrides Produzidos In Vitro e In Vivo.

No oitavo dia de cultivo os blastocistos expandidos e eclodidos foram
armazenados em microtubos de centrifuga de 0,2mL, dois a dois ou cinco a cinco,
em 1lulL de solugédo de PBS contendo 0,1% de alcool polivinilico (PVA) e 1Ul/uL de
inibidor de RNAse (Invitrogen, EUA). As amostras foram congeladas por imersao
direta em nitrogénio liquido, e em seguida armazenadas em freezer -80°C até o
momento da extracdo do RNA total.

O RNA foi extraido pelo método do Trizol® (Invitrogen, Brasil), utilizando o
protocolo de extracdo adaptado de Meirelles et al. (comunicacdo pessoal). Foi
adotado o uso de pools de 10 embribes para a extragdo, pois obtem-se maior
quantidade de cDNA, sendo possivel também unir embrides de duas replicas
experimentais (5 embrides por repeticdo). Sendo assim, a cada amostra contendo
cinco embrides foi adicionado um Mix de 100 uL Trizol®, 1 pyL Acrilamida linear e 9
uL de agua DEPC. Em seguida foi feita lavagem em etanol 75%, adi¢céo de 20 pL de
cloroférmio e centrifugacdo a 12.000g por 15 minutos a 4°C. Apés centrifugacéo, o
sobrenadante, contendo o RNA total, de duas amostras (pools de 5 embrides) foram

unidas formando pool de dez embrides, ao qual foi adicionado 140 pyL de alcool
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isopropilico, seguindo incubacdo a -20°C. No dia seguinte, as amostras foram
centrifugadas a 12.000g por 10 minutos a 4°C, lavadas em 100 pL de etanol 75%, e
centrifugadas novamente a 7.500g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante, contendo o
RNA total foi ressuspendido em 10 yL de &4gua DEPC e as amostras foram

estocadas a -80° C até o momento da reagdo de transcri¢do reversa.

3.4.2 Obtencéo de cDNA.

Imediatamente apdés a extragdo do RNA, as amostras foram
transformadas por PCR transcricdo reversa (rtPCR) , para obtengédo do cDNA,
utilizando o kit high capacity cDNA reverse transcription (Applied Biosystem). Cada
reagdo continha 2 pL de oligonucleotideos randdmicos 10X, 1uL de enzima
transcriptase reversa, 2L de reagente tampéo 10X, 0,8 uL de mix dNTP (100nM),
1uL de inibidor de RNase, 3,2uL de agua livre de nuclease, e 10uL de amostra de
RNA em volume final de 20uL. Foram adotadas as seguintes condigdes de ciclagem
em termociclador Eppendorf (Mastercycler Personal): 25°C por 10 minutos, 37°C por
2 horas, 85°C por 5 minutos e resfriamento a -4° C. Em seguida as amostras foram

armazenadas em freezer -20°C até o momento do uso.

3.4.3 Amplificag&o do cDNA dos genes de interesse

As amostras de cDNA dos embrides produzidos in vivo e in vitro dos

grupos com 0 nM (controle) e 50 nM de T3 foram analisados utilizando um ensaio de
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quantificacao relativa por PCR em tempo real (7500 Real Time PCR System, Applied
Biosystems). Em todas as reagbes de PCR foi utilizado o corante ROX como
referéncia passiva e para deteccdo do DNA o corante SYBR Green (Power SYBR
Green® PCR Master Mix, Applied Biosystems).

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na andlise da
expressdo dos genes “alvo” (GLUT 1, COX 43 e OCT-4) e controle endégeno (H2A)

estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para quantificagdo
relativa dos genes, o tamanho do fragmento (pares de base) e seu respectivo codigo

de acesso no GenBank.

Gene Espécie Sequéncia Tamanho GenBank

(pb)

Oct-4 Bovino GGTGTTCAGCCAAACGACTATC 143pb NM174580.1
TCTCTGCCTTGCATATCTCCTG
Glutl  Bovino CTGCTCATTAACCGCAACGA 133pb M60448
TGACCTTCTTCTCCCGCATC
Cox 4! Bovino AGAAAGAGCAGTACCCAGGCA 154pb BC105464
GCTGACTCAACCGCTGTCC
H2A  Bovino AAAGCGTATTACCCCTCGTCA 166 BC109743.1

GAATCCAGGCATCCTTTAGACAG

As amplificagbes dos transcritos estudados foram previamente ajustadas
quanto a concentracdo de primers e especificidade e eficiéncia de amplificagdo. As
condicOes de termociclagem foram: 95°C por 10 minutos, 45 ciclos de 95°C por 15 s

e 61°C por 1 min. Apés cada corrida de PCR, a analise da curva de desnaturagéo foi
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realizada para cada amostra, para detectar dimeros de oligonucletideos e produtos
inespecificos. Foram utilizados 0,2 uM de cada par de oligonucleotideos iniciadores
para o gene do H2A, GLUT 1, OCT-4 e COX 43. A confirmagdo dos fragmentos
obtidos para cada oligonucleotideo iniciador foi realizada por eletroforese em gel
com 2% de agarose, corado com brometo de etidio.

A eficiéncia de amplificagcdo de cada transcrito foi estimada em triplicata
utilizando-se uma curva-padréo construida por diluicdo serial do cDNA (1:4, 1:8,
1:16, 1:32), sendo analisados através do software 7500 Real Time PCR System,
Applied Biosystems.

Foram realizadas trés réplicas experimentais, sendo que cada transcrito
foi amplificado individualmente em triplicata utilizando-se o kit Power SYBR Green®
PCR Master Mix (Applied Biosystems) num volume final de reagéo de 20 pL. Para
cada amostra, o cDNA foi diluido 1:8 vezes para ser utilizado nas reacfes. Todos
transcritos de uma mesma amostra foram amplificados numa mesma reacdo de
PCR.

A quantidade relativa em cada amostra de cada transcrito de interesse
(OCT-4, COX 43 e GLUT 1) foi corrigida pela quantidade de controle endégeno
(H2A) da mesma amostra utilizando-se o método da curva padrdo conforme

sugestéo do fabricante do equipamento (Applied Biosystems).

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.5.1 Experimento 1: Avaliacdo de diferentes concentragdes de T3 durante

Maturagéo in vitro.
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Os odcitos selecionados foram distribuidos aleatoriamente entre o Grupo
Controle (0 nM de T3) e os seguintes grupos experimentais com diferentes
concentragbes de T3 (SIGMA T6397) (5, 25, 50 e 100 nM) na MIV, sendo
posteriormente fecundados e cultivados in vitro como descrito anteriormente. No
segundo dia de cultivo foram avaliados com relagéo a taxa de clivagem e no oitavo
dia cultivo quanto a taxa de blastocisto, cinética do desenvolvimento, classificacdo

morfolégica e contagem do nimero de células. Foram realizadas 4 repeticées.

3.5.1 Experimento 2: Anélise da expressdo génica em embrides provenientes

de odcitos maturados in vitro sem e com T3.

Para a avaliacdo da expresséo génica foram realizadas mais 6 repetigcoes,
onde os odcitos selecionados foram distribuidos aleatoriamente entre dois grupos
experimentais néo tratados ou tratados com T3 na MIV de acordo com o resultado
obtido no experimento 1, em seguida foram fecundados e cultivados in vitro como
descrito anteriormente.

No oitavo dia de cultivo embrides grau | e Il em estagio de blastocisto
eclodido oriundo da MIV sem (controle) e com T3, foram congelados, de cinco em
cinco, a -80°C para posterior analise molecular. Para a comparagéo do padrdo de
expressdo dos genes escolhidos foram utilizados, também, embrides produzidos in

vivo (método de obtencao j& descrito anteriormente) como demonstrado na Figura 6.



30

M% =
5@ T s Es preduAdes e T
ey I.,:. 279 -
- - [
i iy » j———— [ty ~
; 3 g .. e : : A =S !
ot a0, 2 Seie | , 4
MIV Ctrl ; FIV Ctrl ‘ W \__‘/
"""""""" - Anidlise da expressio
s 5 = génica
- -
: [’ - Seaseass I -4
% » $
MV T3 FIVTS | -
il Bif By

Figura 6: Esquema representativo do experimento 2. No qual ,D sao dias referentes ao
momento do desenvolvimento embrionario, e Ctrl € o Controle (0 nM de T3).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As taxas de clivagem, blastocisto, cinética do desenvolvimento
embriondario, niumero total de células dos embribes, classificacdo morfologica e os
resultados da expressao génica relativa foram submetidos a ANOVA, com pés-teste
Bonferroni quando solicitado, adotando-se o nivel de significancia de 5%, com

auxilio do programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).

4. RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE
T3 DURANTE MATURAGCAO IN VITRO.

Para avaliar o efeito do T3 durante a MIV sobre o subsequente

desenvolvimento embrionario foram utilizados 737 odcitos, distribuidos em quatro
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réplicas experimentais entre os Grupos: Controle (n= 145), 5 nM (n= 140), 25 nM (n=
147), 50 nM (n= 165) e 100 nM (n= 145).

Nao houve diferenga estatistica (p>0,05) entre o Grupo Controle e os demais
Grupos Experimentais e nem destes entre si com relacdo a taxa de clivagem. Em
relacdo ao percentual de embribes produzidos no 8° dia cultivo, a suplementacéo
com 5 nM de T3 reduziu significativamente (p<0,05) a taxa de blastocisto (27,4 *
6,3) em comparagdo ao Grupo Controle (38,3 + 7,3) assim como em relagdo ao
Grupo com 50 nM (41,8 + 9,7) e 100 nM (38,7 £ 6,8) de T3 como demonstrado na

Tabela 2.

Tabela 2- Taxa de desenvolvimento embrionario com diferentes concentracbes de

Triiodotironina (T3) na maturag&o in vitro.

Grupos n Clivagem % Blastocisto %
Média + DP Média + DP
Controle 145 770+7,4 38,3+7,3*°¢
5 nM 140 72,257 27,4 6,3
25 nM 147 72,4 +8,4 29,7+ 5,6"°¢
50 nM 165 75,2+6,5 41,8+9,72

100 nM 145 75,3+6,9 38,7+6,8*°¢

n= ndmero amostral; DP= desvio padréo;
ab.¢ piferentes sobrescritos na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05).

Ao analisar a cinética do desenvolvimento intra grupo (Tabela 2) foi
observada semelhanca na proporcédo de Bl (blastocisto inicial), BL (blastocisto), BX
(blastocisto expandido) e BE (blastocisto eclodido) nos Grupos Controle, 5 nM e 100
nM de T3, na qual prevaleceram embrides expandidos e eclodidos. No grupo de 25
nM de T3 preponderou embrifes no estagio de blastocisto expandido, enquanto que

no grupo de 50 nM houve predominio de embriGes eclodidos (p<0,05).
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A adicéo de 50 nM (62,4 + 11,7) e 100 nM (53,1 = 16,3) de T3 durante a MIV
influenciou significantemente (p<0,05) a taxa de embrides eclodidos no 8° dia de
cultivo em relagéo ao Grupo Controle (32,4 5,3) 5 nM (34,8 +£10,3) e 25 nM (34,1 =
7,0). N@o houve diferenca (p>0,05) com relacdo as taxas de Bl, BL e BX como

mostra a Tabela 3.

Tabela 3- Cinética do desenvolvimento dos embrides tratados com diferentes

concentragdes de Triiodotironina (T3) na maturagéo in vitro.

Grupos n Bl % BL % BX % BE %
Média + DP Média+DP Média = DP Média + DP
Controle 55  8,9+10,3* 15,7+ 10,7°  42,9+6,6° 32,4+ 53"
5 nM 38 7,5+ 9,6° 15,1+ 154" 42,6+ 135" 34,8+ 10,3"#
25nM 44 48+57*  150+10,6° 46,1+ 9,5° 34,1+ 7,0¢#
50 nM 69 4,4+ 6,3 7,4+ 2,77 25,8+ 11,2° 62,4+ 11,7%°
100 nM 56 1,3+ 2,62 6,3+ 12,5 39,3+ 238" 53,1+ 16,3" &

Blastocisto inicial (Bl), blastocisto (BL), blastocisto expandido (BX) e blastocisto eclodido (BE);
n= ndmero amostral; DP= desvio padréo;

ab.¢ piferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente (p<0,05);

A B Diferentes sobrescritos na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05).

Com relacgdo a avaliacdo morfolégica, quando as categorias foram analisadas
intra grupo, pdde-se observar predominio de embrides Grau 1 nos Grupos Controle
(Grau 1: 51,2 + 11,7 vs. Grau 2: 23,5 £ 6,7 e Grau 3: 25,3 = 14,3; p>0,05) e com 50
nM (Grau 1: 53,9 + 8,6 vs. Grau 2: 34,8 £ 4,8 vs. Grau 3: 11,2 + 6,2; p>0,05) de T3.
Ja nos Grupos com 5 nM, 25 nM e 100 nM de T3, a distribuicdo de embriées Grau 1,
Grau 2 e Grau 3 foi semelhante (p>0,05). A analise entre os Grupos Experimentais
revelou maior proporgcdo de embrides Grau 1 (p<0,05) nos Grupos Controle (51,2

11,7) e com 50 nM (53,9 £ 8,6) de T3 em relagdo aos Grupos 5 nM (39,8 + 2,6), 25

(33,9£5,9) e 100 nM (37,7 12,1) de T3 (Tabela 4).
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Tabela 4- Classificacdo morfologica dos embribes tratados com diferentes

concentragdes de Triiodotironina (T3) na maturagéo in vitro.

Grupos n GRAU 1 % GRAU 2 % GRAU 3 %

Média + DP Média + DP Média + DP

Controle 55 51,2+11,7*" 235+6,7° 25,3+14,3°
5nM 38 39,8+26° 33,5+11,4 31,3+8,8
25 nM 44  339+59° 35,3+ 21,7 30,8 + 24,9
50 nM 69 53,9+86" 34,8 +4,8° 11,2 +6,2°
100 nM 56 37,7+12,1° 23,1+5,0 39,2+11,9

n= ndmero amostral; DP= desvio padréo;
ab.¢ piferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente (p<0,05);
# B Diferentes sobrescritos na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05).

Em relagdo a avaliacdo qualitativa ndo houve diferenca estatistica (p>0,05),
entre os Grupos Controle, 5 nM, 25 nM, 50 nM e 100 nM de T3 com relacdo ao
namero total de células dos blastocistos expandidos (112,3 + 30,1; 107,4 + 30,8;
104,4 £ 26,4; 118,7 + 26,4 e 113,8 + 23,5, respectivamente) e blastocistos eclodidos
(178,7 £ 37,3; 188,1 + 48,2; 189,3 + 40,8; 1939 + 32,8 e 207,9 * 61,6,

respectivamente) (Tabela 5).

Tabela 5- Numero Total de células dos blastocistos expandidos e eclodidos tratados

com diferentes concentra¢des de Triiodotironina (T3) na maturacao in vitro.

Grupos BX BE
n N° de células n N° de células
Média + DP Média + DP
Controle 17 112,3+30,1 16 178,7 £ 37,3
5 nM 12 107,4 + 30,8 11 188,1 + 48,2
25 nM 10 104,4 £ 26,4 7 189,3+ 40,8
50 nM 10 118,7£26,4 17 1939+ 32,8
100 nM 11 113,8 £23,5 17 207,9+61,6

n= numero amostral; DP= desvio padréo; BX= Blastocisto expandido; BE= Blastocisto eclodido.
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4.2 EXPERIMENTO 2: ANALISE DA EXPRESSAO GENICA EMBRIONARIA.

A analise da expressao dos genes OCT-4, GLUT 1 e COX 43 foi realizada em
embrides produzidos in vivo e in vitro provenientes de odcitos maturados sem e com
50 nM de T3 (melhor concentragdo determinada no experimento 1). A expressao
relativa destes genes foi individualmente avaliada em trés repeti¢cdes, utilizando-se
conjuntos de 10 embribes por grupo e repeticdo, totalizando 90 blastocistos
distribuidos da seguinte maneira: 30 no Grupo In Vivo, 30 in vitro, 30 in vitro com 50
nM de T3.

N&o houve diferenca na expressao relativa dos transcritos para os genes OCT
4 (p=0,12) e GLUT 1 (p= 0,59) entre os embrides produzidos in vivo (1,00 £ 0,04;
1,00 £ 0,20; respectivamente) comparado com os embrides in vitro (1,80 + 0,17; 1,36
* 0,42; respectivamente) e embrides in vitro maturados com 50 nM de T3 (1,76 +

0,12; 1,36 + 0,28; respectivamente) como ilustrado na Figura 7 e Figura 8.
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Figura 7: Concentracao relativa dos transcritos do gene OCT 4 (média * erro padrédo) dos

embrides produzidos In Vivo. In Vitro (sem T3) e In Vitro com 50 nM de T3 (p=0.12).
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Figura 8: Concentracgdo relativa dos transcritos do gene GLUT 1 (média + erro padréo) dos

embrides produzidos In Vivo. In Vitro (sem T3) e In Vitro com 50 nM de T3 (b= 0.59).

Embora a quantidade relativa de transcritos para o COX 43 tenha sido
semelhante entre os Grupos Experimentais In vivo, In vitro sem T3, e In Vitro e com
50 nMde T3 (1 £0,22; 2,66 + 0,88 e 0,64 * 0,14, respectivamente; p>0,05), ha uma
tendéncia (p= 0,065) para que este gene seja mais expresso nos embrides do Grupo

In vitro (Figura 9).
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Figura 9: Concentracéo relativa dos transcritos do gene COX 43 (média + erro padréo)
dos embrides produzidos In Vivo, In Vitro (sem T3) e In Vitro com 50 nM de T3 (p= 0,065).
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que as
concentragdes de 25, 50 e 100 nM de triiodotironina quando adicionadas ao meio de
maturacdo ndo exerceram influencia no potencial de desenvolvimento de embribes
bovinos, corroborando com os achados de Ashkar et al. (2009), que néo observaram
diferenca nas taxas de clivagem e blastocisto, porém o meio foi suplementado com
74 nM de triiodotironina e 74 nM de tiroxina.

Em nosso estudo a concentragéo de 5 nM de T3 apresentou reducéo na taxa
de blastocisto. Essa influencia negativa do referido hormonio sobre o processo de
maturacao foi observado em camundongo por Cecconi et al. (2004) em cultivo de
foliculos pré-antrais por 4 dias, no qual a adigdo de T3 ao meio inibiu a quebra da
vesicula germinativa.

Ja4 em outros vertebrados, como em peixes sob condi¢cdes de estresse
térmico, o horménio T3, colaborou na recuperacdo da competéncia oocitéria in vivo
e in vitro, repercutindo em taxas normais de fecundacédo e desenvolvimento
embrionario (DETLAF & DAVYDOVA, 1974, MYLONAS et al., 1998).

O mecanismo de eclosdo normalmente esta relacionado a pressdo mecéanica
exercida pelo embrido e atividade enzimatica (GORDON, 1994; SUTOVSKY et al.,
2001), neste experimento as maiores taxa de eclosdo foram observadas nos grupos
de 50 e 100, sugerindo a influencia do hormoénio no metabolismo do complexo
cumulus-odcito, e indiretamente melhorando o potencial de desenvolvimento do

odcito e, consequentemente, de eclosdo do embriéo.
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Vale ressaltar que apesar da suplementagdo com 100 nM de T3 ter
aumentado a cinética de desenvolvimento, as taxas de embrides grau 1 foram
inferiores neste grupo quando comparado ao Controle e ao grupo de 50 nM de T3.

A maturagcdo oocitaria em mamiferos € um processo complexo e bem
organizado, que envolve a redistribuicdo de organelas e cromossomos. Em
particular, a organizacdo e a atividade mitocondrial assumem grande importancia
(STOJKOVIC et al., 2001), visto que essa organela é a principal responséavel pela
producéo de energia e que o T3 possui ligantes na mitocondria que estimulam a
geracdo de ATP (GOGLIA et al., 1999, 2002; HARPER & SEIFET, 2008) Uma
proposta interessante seria avaliar a influencia do hormdnio tireoidiano sobre a
atividade mitocondrial e a produgéo de ATP antes e apds a maturacao in vitro.

Sabe-se que apenas a andlise morfologica do embrido ndo é suficiente para
avaliar o sucesso de uma gestagdo, visto que sua competéncia pode estar
comprometida, sem qualquer alteracdo evidente em suas caracteristicas
morfolégicas (WRENZYCKI et al., 1996). Nesse sentido, apesar da concentracdo de
50 nM de T3 ter exercido influéncia apenas na taxa de eclosdo, esperdvamos
encontrar diferengas na expressdo de genes importantes no desenvolvimento
embrionario. Entretanto, os resultados obtidos neste estudo demonstraram que nao
h& diferenca nos niveis de expressdo para henhum dos transcritos avaliados entre
os embrides in vivo e os oriundos de odécitos maturados sem e com T3.

Neste trabalho os embrides produzidos in vitro sem ou com T3 tiveram niveis
de transcritos para OCT 4 proximos aos embrides in vivo. Resultados semelhantes
foram relatados por Purpera et al. (2009). Entretanto, Camargo (2005) observou que
embrides produzidos in vivo expressavam mais transcritos que o0s embrides

provenientes de fecundacdo in vitro e transferéncia nuclear, sendo estes ultimos
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semelhantes na expressdo de OCT4, sugerindo que a expressdo desse gene seja
fortemente influenciada principalmente pelo ambiente de cultivo in vitro.

WRENZYCKI et al. (1999) relataram que embrides in vivo apresentaram mais
transcritos para GLUT 1 que embribes produzidos sob diferentes condi¢bes de
cultivo in vitro. Resultados contrarios foram observados por Purpera et al (2009)
onde embrides in vivo tinham menos transcritos para GLUT 1 que os embrides
produzidos in vitro sob baixa tensdo de O2 e 1 % de soro. Entretanto, de acordo com
0S nossos resultados ndo houve diferenca entre os embrides produzidos in vivo e in
vitro sem ou com T3. Devido aos diferentes resultados encontrados na literatura a
expressdo de GLUT1 deve ser mais investigada.

Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica na expresséo do gene
da COX 43, a quantidade de RNAm para este gene mostrou uma tendéncia em ser
mais expresso (p= 0,06) nos embrides produzidos in vitro oriundos de odcitos
maturados sem T3 quando comparado com os embrides do Grupo com 50 nM de T3
e 0s embrides in vivo entretanto, Rizos et al. (2002) detectaram mais transcritos
desse gene em embrides in vivo do que os embrides in vitro.

Vale ressaltar que foi observada uma menor variagdo na expressao da COX
43 entre os conjuntos de embrifes proveniente de odcitos maturados com 50 nM de
T3, distribuicdo semelhantes a dos embrides in vivo.

Portanto, mais estudos sao necessarios a fim de entender o real efeito do T3
durante a maturagdo, através de uma melhor avaliacdo do complexo cumulus-od6cito
quanto ao metabolismo e transcricAio de genes importantes no inicio do
desenvolvimento embriondario, uma vez que o efeito desse hormdnio foi analisado de

forma indireta pela avaliagéo qualitativa do embri&o.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a suplementagédo do meio
de maturacdo com 50 nM de triiodotironina, estimulou a cinética do desenvolvimento
embrionério (taxa de eclosdo) e manteve inalterada a taxa relacionada a qualidade
morfolégica. Entretanto essa influencia parece ndo estar ligada a expressdo dos
transcritos para os genes estudados (OCT 4, GLUT 1 e a COX 43), observada em

blastocistos no 8° dia de cultivo.
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